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摘  要：以多孔陶瓷为载体吸附法固定重组大肠杆菌 E. coli JM 109-pLF3表达胞外β-葡聚糖酶。考察了固定床间
歇培养时循环流速和曝气量对发酵液酶活力的影响。当循环流速达到 44.19 mL/min，曝气量达到 0.6 mL/min时，
培养 48 h后，发酵液的酶活力达 100.3 U/mL。固定化细胞具有良好的重复使用能力，在连续 5批次实验中，培养 48 h
后的酶活力均在 100 U/mL左右。固定床连续培养时，固定化细胞能够保持恒定的产酶效率，当稀释率为 0.05 h－1时，
发酵液中得到的酶活力为 39.1 U/mL。 
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Abstract：β-glucanase produced by immobilized Escherichia coli JM 109-pLF3 in a packed bed bioreactor 
was studied. In batch fermentation，the highest enzyme activity of 100.3 U/mL was achieved at a recycling 
rate of 44.49 mL/min and an aeration rate of 0.6 mL/min after 48 h cultivation. In repeated batch operation，
the enzyme activity up to 100 U/mL was obtained in 5 cycles，showing high stability of the immobilized cells. 
In continuous fermentation，the production of β-glucanase by immobilized cells was kept more or less 
constant. When the dilution rate was 0.05 h-1，the enzyme activity in the fermentation broth was 39.1 U/mL. 
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1  材料与方法 
1.1  菌种、培养基及载体 
1.1.1  菌种   













1.1.2  培养基 
斜面培养基（LB-培养基，g/L）：酪蛋白胨 10、
酵母粉 5、NaCl 5，pH值 7.0。发酵培养基（TB培养
基，g/L）：酪蛋白胨 12、酵母粉 24、甘油 6、NaCl 
10，KH2PO4 2.4，K2HPO4·3H2O 16.34，pH值 7.0。 
1.1.3  载体   
多孔陶瓷 CeramTec（德国 CeramTec 公司提
供）：直径 1.5～2.5 mm，孔体积 0.25 mL/g，颗粒密
度 1430 g/L，比表面积 20 cm－1。载体先用 10%的
H2O2浸泡，在 80℃下轻轻搅拌 0.5 h，倒去液体，
用蒸馏水洗涤，然后放入烘箱干燥待用[14]。 
1.2  培养方法 
1.2.1  种子培养   
于新鲜斜面上取一环菌，接至装有 100 mL 种
子培养基的 500 mL三角瓶中，于 37℃，150 r/min
振荡培养 17 h。 
1.2.2  固定化细胞制备   
将培养 17 h的种子液按 10％接种量接入装有
200 mL发酵培养基的 500 mL三角瓶中 37 ℃，
200 r/min振荡培养 24 h，然后将其转移至如图 1所
示的固定床反应器系统中，进行细胞吸附固定化。
固定床反应器由带夹套的玻璃柱组成，柱直径 3 
cm，高径比 15，有效体积 300 mL，夹套水浴温度










































图 2  固定床连续发酵装置流程图 
1—固定床反应器；2—空气泵；3—膜过滤器；4—蠕动泵； 
5—磁力搅拌器；6—贮液罐；7—取样口；8—恒温水浴 
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1.3  分析方法 
1.3.1  生物量测定方法   
测定固定化细胞量时，取一定量的固定化载体，
先在 105 ℃下干燥至恒重 W1，然后在 550 ℃下焚
烧，测量细胞焚烧成灰后的固定化载体质量 W2，细
胞干重即为 W1－W2[15]。 
1.3.2  β-葡聚糖酶活性测定   
依据 Borriss 的一个修正方法 [16]。发酵液  
10 000 r/min离心 5 min，取适当稀释的上清液 50 µL，
加入 0.5 mL预先在 50 ℃水浴中准确保温的底物溶
液（0.5%地衣多糖溶液，乙酸盐缓冲液配制，pH值
6.0）中，50 ℃准确反应 20 min，加入 DNS 0.5 mL，
沸水浴 10 min，用冷水快速冷却，用分光光度计波
长 540 nm下测定 OD值。酶活力单位定义为：在 50 
℃，pH值 6.0条件下 1 min从底物中释放 1µmol还
原糖(以葡萄糖计)所需的酶量为一个酶活力单位。 
1.3.3  还原糖测定   
采用 DNS法[17]。 
1.3.4  总蛋白量的测定   
采用 Bradford法[18]。 
2  结果与讨论 
2.1  固定床中重组大肠杆菌的固定化 
将预培养 24 h的菌液转移至固定床，在多孔陶
瓷载体上 CeramTec 上进行吸附固定化。如图 3 所
示，在多孔陶瓷载体上的菌体细胞量不断增加，24 h
后载体吸附的细胞量达到最大并趋于平衡。菌体在
多孔陶瓷内的细胞干重约为 0.02 g/mL微孔体积。 












































图 3  菌体细胞在多空陶瓷 CeramTec载体上吸附 
 
2.2  固定床间歇培养固定化重组大肠杆菌 

























































































































图 4  固定化细胞发酵时间曲线 
 
2.3  循环流速对固定床间歇发酵的影响 
图 5是曝气量为 0.4 L/min时，循环流速分别为
34.5 mL/min，39.1 mL/min和 44.2 mL/min条件下发
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图 5  循环流速对固定化细胞产酶的影响 
 
2.4  曝气量对固定床间歇发酵的影响 
由于菌体生长及 β-葡聚糖酶的表达是需氧的过
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程，因此保持一定的通气量是很重要的。图 6是循
环流速 44.2 mL/min时，曝气量分别为 0.2 L/min、
0.4 L/min和 0.6 L/min条件下发酵 48 h后 β-葡聚糖酶
活力变化。可以发现曝气量对酶活力有很大影响，较
大的曝气量对发酵效果有利，当曝气量为 0.6 L/min
时，发酵 48 h后，发酵液的酶活力可达 112.8 U/mL，
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图 6  曝气量对固定化细胞产酶的影响 
 
2.5  固定床重复批次发酵 
选定每批次发酵的时间为 48 h，连续 5批次的
固定床间歇培养结果如图 7所示。实验结果表明，
固定化细胞具有良好的重复使用能力，在连续 5





















图 7  固定床重复批次发酵曲线 
 







在 39 U/mL左右。 



































































































图 8  固定床连续发酵时间曲线 
 
2.7  稀释率对固定床连续发酵的影响 
稀释率是连续发酵操作的一个重要参数。图 9






液中酶活力很低，仅 3.8 U/mL；当稀释率为 0.05 h-1
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图 9  不同稀释率时发酵液中酶活力的比较 






流速 44.19 mL/min，曝气量为 0.6 mL/min时，培养
48 h后，发酵液的酶活力达 112.8 U/mL。固定化细
胞具有良好的重复使用能力，在连续 5批次实验中，
固定床间歇发酵 48 h后的酶活力均在 100 U/mL左
右。固定化细胞能够稳定地用于连续化操作，并在
连续化操作中保持恒定的产酶效率。稀释率是固定
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亮点不断，精彩纷呈——CISILE将于 2007年 5月在北京召开 
经国家商务部批准，由中国仪器仪表行业协会主办，北
京朗普展览有限公司承办的”第五届中国国际科学仪器及实
验室装备展览会（CISILE 2007）”将于 2007年 5月 23～25
日在北京展览馆举办。 
自 2003年创办以来，每年一度的 CISILE已成功举办了
四届，是品牌价值优、科技含量高、创新成果多的展会之一，
被业界誉为中国科仪第一展。历届展会汇聚了来自全球科学
仪器及实验室装备领域的一流企业和知名品牌。展会同期还
举办多场高峰论坛及技术讲座，让专业观众在观展的同时通
过论坛了解科学仪器及实验室设备的最新发展状况。 
CISILE 2007五大亮点： （1）强强携手合作——CISILE
得到了中国科学院、中国机械工业联合会、中国教学仪器设
备行业协会、北京市工业促进局等权威机构的全力支持，同
时，中国仪器仪表行业协会先后与多个国际知名组织取得联
系，通过国际知名组织的支持与协助，吸引更多的国际展商
和观众参会；（2）扩大展会面积——为了满足 CISILE的快
速发展的需要，CISILE 2007的展示面积将比上届扩大 50%，
一个更大规模的国际性展会将为您提供更多的商机；（3）增加
展览范围——展会将增加重点科研成果展示与推介展区和企
业自主创新科技成果展示与推介展区扩展，新增加的展览范
围，将使CISILE更全面，也更具权威性；（4）聚焦高峰论坛
——展会同期将举办科学仪器高峰论坛，届时将邀请国内外顶
级专家主讲，论坛将聚集科学仪器行业的先锋企业及行业主管
部门畅谈科学仪器的发展前景；（5）自主创新大奖——为配合
国家关于建设创新型国家的发展战略，展会期间将同时举办”
CISILE自主创新奖评选”，评奖小组由国内外知名专家组成，
大奖将为鼓励企业提高自主创新水平起到积极的作用。 
 
展览会办公室地址：北京市西城区车公庄大街 9号五栋
大楼 B2-804室 
联系人：林辉 
参展热线：010-88395100，88395101，88395102 
传真：010-88395130 
网址：www.cisile.com.cn 
E-mail：cisile@cisile.com.cn 
